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論文内容要旨
 加齢黄斑変性(AMD)や網膜色素変性は,難治性の網膜疾患でいまだに確立された治療法は
 ない。AMDは加齢により網膜色素上皮細胞(RPE)などが変性し,脈絡膜より新生血管が黄斑
 部に出現する。我々は,新しい治療法を目指して新生血管の抜去とともに,RPEの代用として
 自己培養虹彩色素上皮細胞(IPE)を網膜下に移植してきた。その結果,移植による拒絶反応や,
 移植細胞の眼内での増殖性変化,あるいは移植部位での炎症反応は特にみられず,自己培養IPE
 移植は安全に施行できることを報告した。しかし,著明な視機能改善を示した例は少なく,その
 原因のひとつとして,網膜視細胞がすでに変性しているか,変性の進行を食い止められないこと
 が考えられた。そこで,自己培養IPEに神経栄養因子を導入し,それを移植することで神経保
 護を目的とした移植が将来臨床応用可能になるかどうか検討した。神経栄養因子として,光障害
 に対して視細胞保護効果を示すことが報告されている脳由来神経栄養因子(BDNF)を使用した。
 BDNF遺伝子をIPEに導入するにあたり,すでに臨床応用されたアデノアソシエイトウイルス
 ベクター血清型2型(AAV2)を使用した。
 AAV2ベクターを1×10'2capsid/mlまで精製後(ELISAによる測定),ラットII)Eへの導入
 効率を検討した結果,5multiplicityofinfection(MOI)のベクターを使用した時,導入後14
 日目で約14%の導入効率がみられた。AAV2-BDNF導入後のBDNF遺伝子発現量をrea1-time
 PCR法で測定すると,培養日数の経過とともに増加していた。また,5MOIのAAV2-BDNF-
 IPE細胞を培養した結果得られるBDNFの発現量は導入後14日目で,上清で2020pgBDNF/
 μg蛋白,細胞自体からは1740pgBDNF/μg蛋白であった。細胞生存率はMTSアッセイを
 施行した結果,AAV2遺伝子導入細胞とAAV2非遺伝子導入細胞の間に大きな統計学的有意差
 は見られなかった。
 このAAV2-BDNF-IPEとIPE,及びβ一ガラクトシダーゼ遺伝子(LacZ)を導入したAAV
 2-LacZ-IPEをラット網膜下に移植,連続光暴露を行い,最も障害を受ける視細胞の生存率を示
 す指標として,外顆粒層(OuterNucierLayer;ONL)の厚さを計測し,網膜保護効果を評価
 した。コントロールとしてHank-sbalancedsalLsolution(HBSS)を注入した。移植はすべ
 て眼球上側に経強膜的に30G針を用いて行い,移植細胞(4×10'個/2μ1)は浮遊状態で使用
 した。標準的室内光(明暗時間比,14:10)下に置き,その後移植1日目と90日目にそれぞれ
 1週間,2500ルクスの光線に暴露させた。光暴露後,眼球を摘出,パラフィン包埋,3μm切片
 を作製し,H-E染色を行った。ONLの厚さを,移植部位をはさんで視神経乳頭から鋸状緑まで
 の距離,600,700,800,1200,1300,1400,2100,2200,2300μmの9地点と非移植部位であ
 る眼球下方の9地点で計測し,計18地点で比較検討した。その結果,移植後1日目より1週間
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 連続光暴露させたあとでは,AAV2-BDNF-IPE移植群はすべての計測点においてHBSS注入
 群に対しONLは厚く,内13点で有意差がみられた。一方,AAV2-LacZ-IPE移植群でもONL
 厚はHBSS注入群に比べ厚く,移植側で視細胞保護効果がみられた。これは,AAV2-LacZ-IPE
 移植群の保護効果が移植部位を中心に限局的であることが考えられた。また,IPE単独移植群で
 は,AAV2-LacZ-IPE移植群に比較してさらに移植効果が低かった。移植後90日目より1週間
 連続光暴露したあとでは,AAV2-BDNF-IPE移植群ではすべての計測点においてONLは
 HBSS注入群より厚く,内17点で有意差がみられた。一方,AAV2-LacZ-IPE移植群や工PE単
 独移植群のONLは,HBSS注入群のONLとほとんどすべての計測点において変わらなかった。
 移植部でのBDNF遺伝子の発現量を移植後8日目と90日目にrea1-timePCRで測定した結果,
 移植後8日目でも90日目でも,IPE単独やAAV2-LacZ-IPE移植群よりもAAV2-BDNF一工PE
 移植群において,より高いBDNF遺伝子の発現を確認できた。
 以上より,AAV2を使用してBDNF遺伝子をIPE細胞に導入し安定してBDNFを発現する
 AAV2-BDNF-IPE細胞を作製することに成功した。このAAV2-BDNF一工PE細胞の視細胞保護
 効果は少なくてもある一定期間は持続すると言え,また移植部以外の視細胞も部分的に保護する
 可能性があることが示せた。
 一527一
 審査結果の要旨
 加齢黄斑変性(AMD)や網膜色素変性に対する新しい治療法を目指し,新生血管の抜去術,
 自己培養虹彩色素上皮細胞(IPE)移植を行ってきたが移植による拒絶反応や,移植細胞の眼内
 での増殖性変化,炎症反応はみられず安全であるものの,視機能改善の点では満足できるもので
 はない。そこで視細胞死がアポトーシスで起こること,その過程は神経栄養因子で阻止できるこ
 とから,自己培養IPEに神経栄養因子遺伝子を導入し,移植することで視細胞保護を達成でき
 るかを検討したものである。神経栄養因子としては,将来の臨床応用を考え,光障害に対して視
 細胞保護効果を示すことが報告されている脳由来神経栄養因子BDNFにターゲットを絞り,遺
 伝子をIPEに導入するにあたり,すでに臨床応用されているAAV血清型2型(AAV2)を使
 用している。
 AAV2ベクターを1×1012capsid/mlまで精製,ラ・ソトIPEへの導入効率は5multiplicityof
 infection(MOI)のベクターを使用した時,14日目約14%で,AAV2-BDNF導入後のBDNF
 遺伝子発現量は,上溝で2020pg・BDNF/μg蛋白,細胞自体からは1740pgBDNF/μg蛋白
 であった。細胞生存率はMTSアッセイを施行した結果,導入細胞と非遺伝子導入細胞の悶に有
 意差は見られなかった。このAAV2-BDNF-IPEとIPE,及びβ一ガラクトシダーゼ遺伝子
 (LacZ)を導入したAAV2-LacZ-IPEを視細胞の生存率を示す指標として,外顆粒層(Outer
 NuclerLayer;ONL)の厚さで見ると,移植後1日目より1週間連続光暴露例では,AAV
 2-BDNF-IPE移植群はすべての計測点においてHBSS注入群,AAV2-LacZ-IPE移植群,IPE
 単独移植群に比べ優位に厚く,移植後90日目より1週間連続光暴露例でも,AAV2-BDNF-IPE
 移植群で厚く,有意差がみられたという。さらに移植部でのBDNF遺伝子の発現量を移植後8
 日目と90日目にRT-PCRで測定した結果,双方ともAAV2-BDNF-IPE移植群において,高い
 BDNF遺伝子の発現を確認できたという。
 この研究からAAV2を使用してBDNF遺伝子をIPE細胞に導入し,安定してBDNFを発現
 するAAV2-BDNF-IPE細胞を作製することに成功したこと,この細胞の移植により視細胞保
 護効果が一定期間持続すること,また移植部以外の視細胞も部分的に保護する可能性があること
 を明らかにした。これらは網膜疾患に対する細胞移植治療の基礎的研究として重要な発見であり,
 博士号授与に十分値する。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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